Реферат: Розглянуто актуальні проблеми низькотемпературного зберігання плацентарних біооб'єктів: безклітинного матеріалу, клітинних суспензій, тканини плаценти, пуповини, плодових оболонок. Виділено основні напрямки досліджень у даній галузі залежно від мети, з якою зберігається біооб'єкт: діагностичної, експериментальної, клінічної, створення донорського або персонального низькотемпературного банку. На сьогоднішній день перспективною є розробка методів ліофілізації, гіпотер-мічного зберігання, кріоконсервування при різних температурних режимах.
no expression of HLA-DR-antigens, its components are capable of in vivo and in vitro immune suppression [91, 134] . In addition, there is no need either in surgery or donation for placenta procurement [93] . In the early 20 th century when the placental tissue and extracts [6, 13, 16, 22, 26, 35, 107, 118] , fetal membranes [29, 107] as well as placental blood components [66] had been started to be applied in clinical practice, there was appeared the need in placental biomaterial storage. Cryopreservation is today the most frequently applied method to support a number of needs, primarily in safe and rational clinical, laboratory and experimental applications of biological objects. The cord blood serum, chorionic bioptates, postpartum placenta [27, 61, 124] are stored with a diagnostic aim, the fragments of placenta, membranes, cord blood serum, placental and cord blood cells are done for further clinical application in different medical areas [30, 42, 46, 50, 55, 135] , pre-clinical testing of novel drugs effect on them [61] , and application in experimental research [32, 84, 92, 109] (Table) .
Numerous researches on cryopreservation of placental tissue and cell suspensions [17, 43, 102, 104, 121, 148] , cord blood [8, 41, 51, 135] , plasm and serum of cord blood [75, 83] , umbilical cord and membranes [28, 65, 106, 131] testify to the development of regenerative medicine and stem cell therapy. Placentaand cord blood-derived stem cells are stored for further application in regenerative medicine [18, 130] and for autobanking [5, 12, 57] .
The duration of low temperature storage depends on many factors and purposes of scholars. Viable native material may be used only within 3-12 hrs after procurement, but its microbiological testing requires a week and more. In order to select the specimen according to the HLA system and blood group, as well as for either research purposes or drug testing it is important to have quite a great number of experimental placental biological material, stored at low temperature bank. Low temperature storage is also necessary either for biopsy material diagnostics performed in remote laboratory or at a simultaneous testing with several samples to reduce the staff work efforts.
Nowadays animal sera, culture media and some cryoprotectants do not meet the GMP requirements [17, 18, 69] , therefore it is important to apply during cryopreservation the techniques and materials authorised in clinical practice.
To date there is an adequate experience accumulated in procurement and low temperature storage of cord blood and its components [8, 9, 49, 75, 135, 137] , placental extract [46, 55] , amniotic fluid [100, 125] , placental cells and fragments [46, 48, 60, 104, 105] , umbilical cord [28, 80] , amniotic and chorionic membranes [4, 54, 115] .
комплексу гістосумісності HLA-A, HLA-B, HLA-C та відсутність експресії HLA-DR-антигенів; її компоненти здатні до імуносупресивної дії in vivo та in vitro [54, 115] . Крім того, для отримання пла-центи відсутня необхідність оперативного втручан-ня чи донорства [116] .
У першій половині ХХ століття, коли у клінічній практиці почали застосовувати тканину та екс-тракти плаценти [51, 53, 68, 70, 71, 77, 80, 86] , плодові оболонки [57, 83] , компоненти плацентарної крові [58] , виникла необхідність зберігання пла-центарного біоматеріалу. Для забезпечення ряду потреб, насамперед, безпечного і раціонального клінічного, лабораторного та експериментального застосування плацентарного біоматеріалу на сьо-годні найчастіше використовують метод кріокон-сервування. Сироватку кордової крові, біоптати хоріону, післяпологову плаценту [81, 96, 130] збе-рігають з діагностичною метою, фрагменти пла-центи, оболонок, сироватку кордової крові, клітини плаценти та кордової крові -для подальшого клініч-ного застосування в різних галузях медицини [11, 16, 40, 41, 59, 84] , доклінічного тестування впливу на них новітніх лікарських засобів [96] та викорис-тання в експериментальній роботі [27, 38, 48 , 56] (таблиця).
Про розвиток регенеративної медицини та тера-пії стовбуровими клітинами свідчать численні роботи з кріоконсервування тканини та суспензій клітин плаценти [29, 46, 47, 62, 64, 72] , кордової крові [10, 13, 35, 59] , плазми та сироватки кордової крові [21, 24] , пуповини та оболонок [82, 99, 120, 138] . Стовбурові клітини плаценти та кордової крові зберігають для подальшого застосування в регене-ративній медицині [73, 136] , персонального зберігання [67, 69, 92] .
Тривалість низькотемпературного зберігання залежить від властивостей біоматеріалу та цілей дослідників. Життєздатний нативний матеріал мо-же бути застосований лише впродовж 3-12 годин після отримання, однак для його мікробіологічного тестування потрібно не менше тижня. Для підбору препаратів за системою HLA та групою крові, а також для дослідницьких цілей або тестування лікарських засобів важливо мати достатньо велику кількість експериментального плацентарного біо-матеріалу, що зберігається в низькотемператур-ному банку. Діагностика біопсійного матеріалу при транспортуванні в віддалену лабораторію чи одно-часна постановка тестів із кількома зразками для зниження працезатрат персоналу також потре-бують низькотемпературного зберігання.
На даний час сироватки тварин, живильні сере-довища та ряд кріопротекторів не відповідають вимогам GMP [72, 73, 102] , тому важливим в e  z  e  e  r  F  c  i  m  r  e  h  t  o  p  y  H  e  g  a  r  o  t  s  n  o  i  t  a  v  r  e  s  e  r  p  o  y процесі кріоконсервування є застосування техно-логій та матеріалів, дозволених до використання в клінічній практиці.
На сьогодні накопичено достатній досвід отри-мання та низькотемпературного зберігання кордо-вої крові та її компонентів [15, 21, 33, 35, 36, 59] , екстракту плаценти [40, 41] , амніотичної рідини [118, 131] , клітин та фрагментів плаценти [14, 32, 40, 46, 95] , пуповини [82, 109] , амніотичної та хоріальної оболонок [34, 49, 66] .
Кріоконсервування безклітинного плацен-тарного матеріалу
Низькотемпературне зберігання плазми, сиро-ватки кордової крові, екстрактів тканини плаценти та амніотичної рідини застосовують для діагнос-тичних, лабораторних, експериментальних [21, 39, 43, 50, 56, 91] або клінічних потреб [6, 8, 22, 23, 37, 38, 44, 54] .
Відомо, що при зниженні температури до 4°С змінюється стан окремих білків, а за більш низьких температур спостерігаються явища кріодена-турації та кріодеструкції білків, створюються їх асоціати з ліпідами, змінюється активність фер-ментів [25, 28, 50, 119] . Перебудови в білках при заморожуванні сприяють експонуванню внутріш-ньодоменних гідрофобних груп на поверхню макро-молекул, що призводить до утворення високомо-лекулярних білкових агрегатів [78, 87] .
Найтиповішими кріоушкодженнями безклітин-них препаратів плаценти є конформаційні зміни та агрегація білків [26, 28, 40, 55, 85] .
Зберігання сироватки кордової крові за темпера-тури -20°C призводить до зниження вмісту та біологічної активності деяких гормонів (пролактин, хоріонічний гонадотропін, естрадіол, фолікулости-мулюючий гормон, лютеїнізуючий гормон, прогес-терон), але за температури -196°C їхній вміст залишається значно вищим [24] . При подальшому зберіганні сироватки кордової крові протягом року за -20°C негативні зміни, які виникли внаслідок охолодження, прогресують, у той час як зберігання за -196°C забезпечує стабільність вмісту гормонів та білків [22, 55] .
Для уникнення кріоушкоджень безклітинних плацентарних біооб'єктів застосовується швидке охолодження. Кріоконсервування сироватки кор-дової крові зі швидкістю охолодження 1-2 град/хв до кінцевих температур -20 та -80°С призводить до агрегації білкових компонентів, у той час, як охолодження зі швидкістю 300-400 град/хв дозволяє зберегти нативний стан білків сироватки. Мінімальна швидкість охолодження, яка забез-печує збереженість нативного вмісту і стану білків безклітинних плацентарних біопрепаратів, стано-Cryopreservation of cell-free placental material Low temperature storage of plasm, cord blood serum, extracts of placental tissues and amniotic fluid is used either for diagnostic, laboratory, experimental [32, 47, 75, 94, 97, 116] or clinical needs [14, 76, 77, 98, 99, 134, 140] . The temperature decrease down to 4°C is known to change the state of certain proteins, and at lower temperatures the phenomena of cryodenaturation and cryodestruction of proteins, formation of their associates with lipids and changes in enzyme activity are observed [85, 86, 101, 116] . Rearrangements in proteins during freezing contribute to the exposure of intradomain hydrophobic groups on macromolecule surface, resulting in a high molecular protein aggregate formation [23, 37] .
The most typical cryodamages of cell-free placental preparations are the conformational changes and protein aggregation [33, 34, 46, 85, 87] .
Storage of cord blood serum at -20°C results in a decrease in the content and biological activity of some hormones (prolactin, chorionic gonadotropin, estradiol, follicle-stimulating hormones, luteinizing hormone, progesterone), however, at -196°C their content remains significantly higher [83] . Following storage of cord blood serum at -20°C during a year is accompanied with a progress in negative changes resulted from cooling, meanwhile the storage at -196°C provides the hormone and protein content stability [33, 77] .
To avoid the cryodamages in cell-free placental bioobjects the rapid cooling is applied. Cryopreservation of cord blood serum with 1-2 deg/min cooling rate down to final temperatures of -20 and -80°C results in protein component aggregation, and vice versa the cooling with 300-400 deg/min rate allows preserving a native state of serum proteins. Minimum cooling rate, providing the integrity of native content and state of proteins of cell-free placental bioproducts makes 100 deg/min [85] . Low cooling rates (1-7 deg/min) were found to be the part of most unfavourable regimens for cord blood serum and placental extract cryopreservation, resulting in the appearance of aggregates of 120 to 300 kDA formed of macromolecules of up to 12 kDa, appearing as a result of disordered molecule-to-molecule bonds [85, 86] .
During low temperature storage of placental cryoextract, proteins and sex hormones preserved their concentrations close to initial ones if storage at -20°C was not longer than 10 days, and more than a year at -196°C [53] . Properties of the extracts derived from placental tissue, stored at -196°C, do not depend on storage term (at least one year). After storing the extracts at -196, -80, -20°C the relative content of high molecular protein complexes increases, moreover at -20°C these changes are the most significant. There was established the fact that even after day 7 of placental extract storage at -20°C the content of lipid peroxidation products and oxidized heme iron, contained in proteins, represented by haemoglobin and myoglobin in placental extract, increased. Haemolytic activity of placental extract was shown to significantly вить 100 град/хв [28] . Доведено, що найбільш несприятливі режими при кріоконсервуванні сироватки кордової крові та екстракту плаценти включають низькі швидкості охолодження (1-7 град/хв), за яких макромолекули до 12 кДа фор-мують агрегати від 120 до 300 кДа, що утворюють-ся внаслідок порушення міжмолекулярних зв'язків [25, 28] .
Білки та статеві гормони при низькотемператур-ному консервуванні екстракту плаценти збері-гаються в концентраціях, близьких до нативних, за температури -20°С не більше 10 діб, а при -196°С -більше року [17] . Властивості екстрактів, отрима-них із тканини плаценти, яка зберігалася при -196°С, не залежать від терміну зберігання (мінімум рік). Після зберігання екстрактів при -196, -80 і -20°С збільшується відносний вміст високомолекулярних білкових комплексів, причому за температури -20°С ці зміни найбільш істотні. Встановлено, що вже після 7-ї доби зберігання екстрактів плаценти при -20°С підвищується вміст продуктів перекисного окислення ліпідів і окисленого гемового заліза, яке міститься в білках, представлених в екстракті пла-центи гемоглобіном і міоглобіном. Показано, що гемо-літична активність екстракту плаценти знижується протягом першого року зберігання при -196°С і про-тягом 30 діб при зберіганні за температури -20°С. Більш тривале зберігання екстрактів при -20°С викли-кає підвищення гемолітичної активності, що коре-лює зі збільшенням вмісту продуктів перекисного окислення ліпідів [42] . Результати вивчення впливу довгострокового низькотемпературного зберігання на збереженість плацентарного фактора росту довели, що його активність та концентрація про-тягом 36 місяців не знижуються [106] .
Амніотичну рідину зберігають із діагностичною метою, а також для виділення стовбурових клітин і як компонент культурального середовища [91, 118, 129] . G. Graca та співавт. показали, що спектромет-ричні характеристики амніотичної рідини змі-нюються протягом 4 годин за кімнатної темпера-тури, але зберігаються при заморожуванні-відігрі-ванні [91] . Результати дослідження свідчать про збереженість в амніотичній рідині низки цитокінів при зберіганні протягом року за температури -80°С, на відміну від зберігання за вищих температур (4 та 20°С) [91, 131] .
Кріоконсервування суспензій клітин плаценти та кордової крові
Клітини плаценти, пуповини та плодових обо-лонок зберігаються у вигляді клітинних суспензій, які є найбільш розповсюдженим об'єктом кріокон-сервування [72, 135] . Для їх збереження застосо-вують такі ж методи, як і для інших типів клітин.
decrease during first year of storage at -196°C and within 30 days under storage at -20°C. More prolonged storage of extracts at -20°C increases haemolytic activity, which correlates with augmentation of the content of lipid peroxidation products [95] . The analysis of the effect of long-term low temperature storage on preservation of placental growth factor demonstrated its activity and concentration as not reduced during 36 months [74] .
Amniotic fluid is stored for diagnostic purposes, as well as for stem cell isolation and as a component for culture medium [47, 100, 120]. Graca G. et al. demonstrated spectrometrical characteristics of amniotic fluid to be changed during 4 hrs at room temperature, but kept during freeze-thawing [47] . The findings testify to the preservation in amniotic fluid of a number of cytokines during 1 year storage at -80°C, in contrast to that at higher temperatures (4 and 20°C) [47, 125] .
Cryopreservation of placental cell and cord blood suspensions
Placental, umbilical cord and fetal membrane cells are stored as cell suspensions, being the most commonly used object for cryopreservation [17, 129] . To store them there are applied the same methods as for the other cell types. A huge experience in placental stem cell cryopreservation has been accumulated [96, 130] . In some cases it is expedient to cryopreserve the fragments of placental tissues and isolate the cells thereafter [129, 130] , in this case the stem cells kept their phenotypic characteristics and capacity for differentiation [121] .
Cryopreservation destructively affects placental suspension cells: their number reduces due to death and apoptotic changes [108] . Cryopreservation of cytotrophoblast culture resulted in a decrease of human chorionic gonadotropin secretion level, that was explained as occurred due to structural damages and delay in cell differentiation [88] . Therefore the cryopreservation of placental cell suspensions requires protective substances and their mixtures. In particular, the use of dimethyl sulfoxide (DMSO) cryoprotectant was recognised as the most expedient; its optimal concentration was found to be 2-10%, which provided the maximum survival of cells and minimal toxicity. At the concentrations lower than 2% the survival and vital characteristics of cells dramatically reduce, and at above 10% the toxic effect arises significantly [78] . In addition, an increased DMSO concentration stimulates several cells of differentiation towards cardiomyocytes [145] . The proposed methods for cell suspension cryopreservation without DMSO significantly reduce cell survival [141] . Increasing of the index is possible if combine DMSO with hydroxyethyl starch (HES) [96, 102, 126] . Clinical trials have involved the protocols Накопичено великий досвід щодо кріоконсер-вування стовбурових клітин плаценти [117, 136] . У ряді випадків доцільно кріоконсервувати фраг-менти тканини плаценти з наступним виділенням клітин [135, 136] , при цьому стовбурові клітини зберігають свої фенотипові характеристики та здатність до диференціювання [62] .
Кріоконсервування згубно діє на клітини суспен-зії плаценти: зменшується їх кількість внаслідок загибелі, виникають апоптотичні зміни [121] . При кріоконсервуванні культури цитотрофобласта знижується рівень секреції хоріонічного гонадотро-піну людини, що автори пояснюють морфологіч-ними пошкодженнями та затримкою диференцію-вання клітин [112] . Тому суспензії клітин плаценти кріоконсервують із застосуванням захисних речо-вин та їх сумішей. Так, найбільш доцільним визнано використання кріопротектора диметилсульфоксиду (ДМСО) з оптимальною концентрацією 2-10%, яка забезпечує максимальну збереженість клітин та мінімальний токсичний ефект. При концентраціях менше 2% показник збереженості та вітальні характеристики клітин різко знижуються, а при кон-центрації вище 10% значно посилюється токсичний ефект [107] . Крім того, підвищена концентрація ДМСО викликає стимуляцію диференціювання деяких клітин у напрямку кардіоміоцитів [145] . За-пропоновані методи кріоконсервування клітинних суспензій без ДМСО суттєво зменшують збереже-ність клітин [142] . Для підвищення цього показника можлива комбінація ДМСО з гідроксиетилкрох-малем (ГЕК) [47, 117, 132] . У клінічних випробуван-нях застосовуються протоколи кріоконсервування мезенхімальних стовбурових клітин плаценти з використанням ДМСО, декстрану-40, полівінілпіро-лідону та альбуміну при розведенні зразків фізіо-логічним розчином [3, 117] . Запропоновано метод кріоконсервування суспензії клітин плаценти шляхом еквілібрації з розчином «Пропандіосаха-роль» (розробка ІПКіК НАН України), охолоджен-ням до -40°С зі швидкістю 1-2 град/хв і наступним зануренням у рідкий азот. При цьому досягалася висока життєздатність клітин плаценти та макро-фагальних елементів (до 90%) [29] .
Якщо розглядати питання швидкості заморожу-вання клітин плаценти, то відомо, що переважна більшість дослідників застосовують протоколи повільного заморожування [73] . При збільшенні швидкостей заморожування від 1 до 10, 40 та 100 град/хв значуще знижується збереженість клітин та їх функціональні показники, навіть при підвищенні концентрації кріопротектора ДМСО [94, 136] . Розроблено багатоетапні програми кріокон-сервування клітин хоріона з ініціацією кристалоутво-рення, які підвищують збереженість клітин, їх здат- for cryopreservation of placental mesenchymal stem cells using DMSO, dextran-40, polyvinylpyrrolidone and albumin, the samples were diluted with physiological saline [7, 96] . There was proposed the cryopreservation method for placental cell suspension involving equilibration with Propandiosaharol solution (developed by the Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of NAS of Ukraine), cooling down to -40°C with 1-2 deg/min rate and following immersion into liquid nitrogen. In this case a high viability of placental cells and macrophage elements was achieved (90%) [43] .
If considering the question of cooling rate for placenta cells, it is known that the most researchers use the protocols of slow freezing [18] . With increasing freezing rates from 1 to 10, 40 and 100 deg/min the cell integrity and their functional indices significantly decrease, even when rising the DMSO concentration [59, 130] . There were designed the multi-stage programs for chorionic cell cryopreservation with crystal formation initiation, enhancing the survival of cells, their ability to proliferate and differentiate [139] . The question about the expediency of using for placental cell cryopreservation the programmed freezers and slow cooling systems based on either isopropanol or polymer coolants, as well as the programs with vitrification, has still remained under discussion. However, it has not been determined yet whether the achieved effect is justified by increasing the complexity and expenditures for cryopreservation [143] . The developed vitrification methods enable to improve the cell survival and simplify the cryopreservation procedure, but their implementation is limited by toxic effect caused by high concentrations of vitrification mixtures and the impossibility of working with the needed amount of cells for clinical application [82] . Placental cells survive hypothermic (4°C) conditions up to 1-2 days, and subnormothermic (20°C) ones up to 3-4 days [96] .
The concentration of 0.5-1×10 6 cells/ml is recognised to be the optimal one for cryopreservation of placental cell suspension. Container for cryopreservation should be cryoresistant and sealable, that could be provided either by material fusion or use of secondary packaging. Khuu H.M. et al. [67] found that up to 9.6% of containers underwent damages during longterm storage and up to 42% of specimens were bacterially contaminated.
Water bath with the temperature from 37 to 42°C is most frequently used for placental cell thawing [43, 126] . The possibilities of cell thawing using other programs, e. g. at 4 and 20°C with the warming rates of 10-100 deg/min were studied [67] . Cell viability was found to decrease significantly following thawing at 4°C.
ність до проліфераціії та диференціювання [141] . Дискусійним залишається питання стосовно доціль-ності застосування при кріоконсервуванні клітин плаценти програмних заморожувачів та систем повільного охолодження, у яких використовуються контейнери з ізопропанолом або полімери, а також програм із застосуванням вітрифікації. Однак не визначено, чи виправданий досягнутий ефект підвищенням складності та вартості кріоконсер-вування [144] . Розроблені методи вітрифікації доз-воляють підвищити збереженість клітин та спрос-тити процедуру кріоконсервування, але їхня реаліза-ція обмежена токсичним ефектом, спричиненим великими концентраціями вітрифікаційних сумішей, та неможливістю роботи з необхідною для клініч-ного застосування кількістю клітин [111] . Показа-но, що плацентарні клітини при гіпотермічних умовах (4°С) зберігаються до 1-2 діб, а в субнор-мотермічних умовах (20°С) -до 3-4 діб [117] .
Для кріоконсервування клітин суспензії пла-центи оптимальною визнається концентрація 0,5-1×10 6 кл/мл. Контейнер для кріоконсервування має бути кріостійким та герметичним, що забезпе-чується сплавленням матеріалу чи застосуванням вторинної упаковки. H.M. Khuu та співавт [100] встановили, що до 9,6 % контейнерів зазнають ушкоджень при довгостроковому зберіганні, а до 42% препаратів мають бактеріальну забрудненість.
При розморожуванні клітин плаценти найчас-тіше застосовується водяна баня з температурою від 37 до 42°С [29, 132] . Досліджувалась можли-вість розморожування клітин із застосуванням інших програм: при температурах 4, 20°С зі швидкістю 10-100 град/хв [100] . Продемон-стровано, що життєздатність клітин знижується при розморожуванні за температури 4°С.
Особливу увагу приділяють необхідності асеп-тичного розморожування біломатеріалу відповідно до вимог GMP [72, 132] . Після розморожування якість клітин оцінюють методами вітального забарвлення, флуоресценції, цитометрії, визначення експресії окремих генів. Аналіз збереженості клітин після розморожування через різні проміжки часу виявив неоднакові результати. Показано, що слід оцінювати збереженість клітин через 24-48 годин, оскільки показники їх життєздатності через цей проміжок часу відновлюються [136] .
Суспензїї клітин плаценти зберігаються за тем-ператур -80, -196°С, зразки транспортуються в рідкому азоті чи на сухому льоді [121, 127] . При банкуванні клітин та їх перевезенні для викорис-тання в клінічній практиці важливим є також дотримання таких принципів GMP: контроль якості, застосування валідованого обладнання та реаген-тів, контроль персоналу та процесів виробництва [72] .
Упродовж останніх 30 років кордова кров (КК) людини залишається об'єктом багатьох дослі-джень, вважається доступним, безпечним і прий-нятним з точки зору етики джерелом гемопоетич-них клітин [9, 13, 45, 74, 75, 90, 92, 93, 103, 125, 146] . На сьогодні стовбурові клітини КК застосовуються в лікуванні близько 100 тяжких захворювань [18, 52, 128, 140, 147] . Дослідники і практичні лікарі вбачають перспективність подальшого застосуван-ня КК, тому для її зберігання в багатьох країнах світу створюють банки [61, 67, 69] .
Основним методом зберігання КК є кріоконсер-вування [2, 33, 35, 60] . Більшість банків пуповинної крові світу працюють згідно з «Міжнародними стандартами зі збору, обробки, дослідження, зберігання, відбору та видачі пуповинної крові» [96] , що передбачає зберігання не цільної КК, а її лейкоцитарного шару, в якому містяться різні популяції стовбурових клітин. Тому перед закладен-ням КК для довготривалого зберігання проводять її фракціонування [1, 35] .
На етапі заморожування клітин КК використо-вують ДМСО, полиетиленоксид або ДМСО в комбінації з ГЕК, декстраном, людським альбумі-ном та ін., а також різноманітні програми заморожу-вання [20, 29, 36, 59, 84] .
Показано, що втрати гемопоетичних стовбуро-вих клітин (ГСК) КК у процесі кріоконсервування відбуваються на етапі заморожування-відігрівання і характеризуються порушенням цілісності мем-бран та фрагментацією ядерної ДНК клітин [4, 5] .
А.М. Гольцев і співавт.
[12] виявили кореляцію між експресією фенотипових маркерів ГСК пупо-винної крові та їх функціональним станом, що, на думку авторів, є наслідком зміни топографії розпо-ділу маркерних білків і білкових комплексів у мембранах ГСК.
Як свідчать результати досліджень Н.С. Карпо-вої та співавт. [19] , кріоконсервування призводить не тільки до пошкодження білкових структур клітинної мембрани, ферментів і ДНК, а й може бути потенційним механізмом ушкодження термі-нальної тіломірної ДНК та вкорочення тіломір, внаслідок чого знижуються проліферативні власти-вості деконсервованих клітин. Зміна довжини тіломір та пошкодження тіломірних білків можуть також впливати на експресію генів, що негативно відбивається на функції клітин.
Кріоконсервування фрагментів плаценти
Низькотемпературне зберігання фрагментів плаценти проводиться з діагностичною метою при хоріонбіопсії та дослідженні післяпологової плаценти A special attention is paid to a need of aseptic thawing considering the GMP requirements [17, 126] . Post-thaw quality of cells could be assessed by the methods of vital staining, fluorescence, cytometry, determination of certain genes expression. Analysis of cell survival after freeze-thawing following various time periods showed unequal results. It was demonstrated that the cell survival should be assessed in 24-48 hrs, since within this time period the indices of their viability recovered [130] .
Suspensions of placental cells are stored at -80, -196°C, the samples are transported either in liquid nitrogen or on dry ice [108, 117] . During cell banking and transportation applicable in clinical practice of importance is also to follow such GMP principles as quality control, use of validated equipment and reagents, control for the personnel and manufacturing processes [17] .
Within the recent 30 years, the human cord blood (CB) has remained the subject of many studies, considered as an easily available, safe and ethical source of hematopoietic cells [19, 20, 40, 44, 51, 57, 58, 70, 103, 113, 144] . Today the CB stem cells are used in therapy of about 100 severe diseases [31, 119, 123, 138, 146] . Researchers and medical practitioners perceive the prospects for further application of CB, therefore the banks for its storage are established in many countries [5, 12, 24] .
The basic method for CB storage is cryopreservation [2, 8, 135, 137] . Most world cord blood banks are functioning according to the International Standards for Cord Blood Collection, Processing, Testing, Banking, Selection and Release for Administration [61] , that foresees the storage of not whole CB, but its leukocyte layer, containing different populations of stem cells. Therefore, before placing the CB for a long-term storage it is fractionated [1, 8] .
At the stage of CB cell freezing one uses DMSO, polyethylene oxide or DMSO combined with HES, dextran, human albumin etc., as well as different freezing programs [9, 30, 71, 85, 135] .
The loss of CB hematopoietic stem cells (HSCs) during cryopreservation was reported to occur at freeze-thawing stage, and was characterised by disorders in membrane integrity and cell nuclear DNA fragmentation [10, 11] 
Для заморожування фрагментів плаценти най-частіше застосовують повільні швидкості чи комбі-новані програми. Так, В.І. Грищенком та співавт. [30] було запропоновано спосіб кріоконсервування тканин фетоплацентарного комплексу, в тому числі плаценти: біоматеріал охолоджували від кімнатної температури до 0°С, потім заморожували до -10°С зі швидкістю 5-6 град/хв та після 1-2 годин ви-тримки за вказаної температури занурювали у рідкий азот. При цьому збереженість біооб'єктів становила близько 85%, показники активності лактатдегідрогенази та глюкозо-6-фосфатдегідро-генази мало відрізнялися від контрольних. За результатами методів вітального забарвлення, виз-начення вмісту гормонів та морфологічними озна-ками при кріоконсервуванні тканини плаценти за двохетапною програмою під захистом ДМСО встановлено досить високу збереженість фрагмен-тів плаценти [64] . B. Huppertz та співавт. [95] , порівнявши результати заморожування експлантів плаценти шляхом занурення у рідкий азот із про-грамованим заморожуванням, висловили сумніви щодо необхідності застосування програмних заморожувачів, оскільки їх використання ускладнює процес кріоконсервування. О.С. Прокопюк та спів-авт. [46, 47] вважають необхідним застосування ініціації кристалоутворення, яка підвищує збереже-ність фрагментів плацентарної тканини.
Високої збереженості трофобласта досягали при вітрифікації хоріальних структур під захистом гліцеролу та пропандіолу [97] .
enzymes and DNA, but may be a potential mechanism of damage of terminal telomere DNA and telomere shortening, resulting in reduced proliferative properties of frozen-thawed cells. Change in telomere length and a damage of telomere proteins may also influence the gene expression, negatively affecting cell functions.
Cryopreservation of placental fragments
Low temperature storage of placental fragments is performed with diagnostic purposes during chorionic biopsy and for postpartum placenta study [27] , as well as for drug testing [60] and isolation of cells used either in experimental work or clinical practice [46, 52, 105, 121] . Placental fragments are most frequently stored under hypothermic conditions (4°C) and at liquid nitrogen temperature (-196°C) [25, 39, 55, 60] .
Studying the effect of hypothermia on morphofunctional state of placental fragments revealed the possibility to store fresh and frozen-thawed fragments during 24 and 12 hrs, respectively, since the cells underwent the minimum damages during this time period [46] . Garrod A. et al. [39] showed that shortterm (48 hrs) hypothermic storage of the placenta was applicable for certain types of research. Cirelli N. et al. [25] studied post hypothermic storage placental explants and revealed the rapid apoptotic and morphological changes, occurred within 3-6 hrs after culturing. Colleoni F. et al. [27] noted that cryopreservation resulted in a significant increase in respiratory activity of mitochondria, if compared to the samples delivered to laboratory 'on ice'.
Either slow rates or combined protocols are most often used to freeze placental fragments. In particular, Grishchenko V.I. et al. [56] proposed the following method to cryopreserve the tissues of fetoplacental complex, including the placenta: biological specimen to cool from room temperature down to 0°C, then freeze down to -10°C with 5-6 deg/min rate and after 1-2 hrs exposure at the mentioned temperature to immerse into liquid nitrogen. Here, the survival of biological objects made about 85%, the indices of lactate dehydrogenase and glucose-6-phosphate dehydrogenase activity were slightly different from the control ones. According to the results of vital staining, determination of hormone content and morphological features following placental tissue cryopreservation with twostep program under DMSO protection quite a high integrity of placental fragments was established [148] . Huppertz B. et al. [60] compared the results of placental explant freezing via immersion into liquid nitrogen using the programmed freezing and doubted the need to apply programmed freezers, because of complicated cryopreservation procedure. Prokopyuk O.S. et al. [102, 104] considered the initiation of crystal formation as essential procedure, increasing the integrity of placental tissue fragments.
High integrity of trophoblast was reached during vitrification of chorionic structures under glycerol and propanediol protection [62] .
The possibility to cryopreserve trophoblast elements in cryoprotective media, containing glycerol, sucrose, 1,2-propanediol, HES was studied [15, 46, 60] . The maximum saturation of placental tissue with cryoprotectants was shown to occur within 20 min at temperature of about 4°C [15] . Researchers believed 8% DMSO solution to be the optimal cryoprotectant for low temperature preservation [46] . Grischenko V.I. et al.
[56] also used 10% DMSO and PEO solutions. Huppertz B. et al. [60] compared the concentrations of DMSO, ethylene glycol, propanediol from 1 to 3 M, and concluded the 3 M DMSO concentration to be efficient one. There was also proposed the cryopreservation method for chorionic tissue after 20 min exposure at -20°C in the solution, containing 5% DMSO and 5% PEO, and further immersion into liquid nitrogen [52] . In this case 85% of viable cells were preserved, the content of pyknotic nuclei in cells of chorionic tissue did not exceed 25%. To reduce the toxicity of cryoprotective media, and improve the preservation of placental fragments and the possibility of using preparations in clinical practice there has been proposed to apply the plasm substitute solutions with cryoprotective properties [46] . The highest morphofunctional integrity of placental tissue and its individual cells was achieved when using the cryoprotective medium, containing 5% DMSO and 5% HES. In addition the cryopreservation with using only hydroxyethyl starch or a combination of 5% DMSO with 6.8% sucrose was recognized as possible one. Solutions of polyvinylpyrrolidone, sorbitol and dextran did not ensure the survival and integrity of placental tissue [102] . According to the reported data of the mentioned above researchers the cryopreserved placental fragments were thawed in a water bath at 40...42°C.
To assess placental tissue integrity after thawing depending on the research purpose one uses various methods such as histological, electron microscopic, staining with trypan blue and neutral red; MTT-and resazurin tests; isolation of pathological protein P13; determination of activity of lactate dehydrogenase, alkaline phosphatase and glucose level in culture medium; determination of activity of single genes, as well as genetic stability and activity of mitochondria [27, 60, 106] . The most typical changes in cryopreservation are the detachment and ruptures of trophoblast, breaks of mesenchyme, cell death, and apoptotic changes [60, 106] .
Special attention is paid to storage of placental tissue for further cell isolation. Yu X. M. et al. [147] evaluated Досліджено можливість кріоконсервування еле-ментів трофобласта в кріозахисних середовищах, які містили гліцерол, сахарозу, 1,2-пропандіол, ГЕК [7, 40, 95] . Показано, що максимальне насичення тканини плаценти кріопротекторами відбувається впродовж 20 хв за температури близько 4°С [7] . Для низькотемпературного консервування опти-мальним кріопротектором дослідники вважають 8%-й розчин ДМСО [40] . В.І. Грищенко та співавт.
[30] застосовували також розчини ДМСО та ПЕО в концентрації 10%. B. Huppertz та співавт. [95] , порівнявши концентрації ДМСО, етиленгліколю, пропандіолу від 1 до 3 М, зробили висновок, що ефективною є концентрація ДМСО 3 М. Запропо-новано також метод кріоконсервування хоріальної тканини після 20-хвилинної експозиції за -20°С у розчині, який містить 5% ДМСО та 5% ПЕО, і подальшому зануренні у рідкий азот [31] . При цьо-му зберігалося 85% життєздатних клітин, вміст пікнотичних ядер у клітинах хоріальної тканини не перевищував 25%. Для зменшення токсичності кріозахисних середовищ, підвищення збереженості фрагментів плаценти та можливості застосування препаратів у клінічній практиці було запропоновано використовувати плазмозамісні розчини з кріоза-хисними властивостями [40] . Найбільшої морфо-функціональної збереженості тканини плаценти та окремих її клітин було досягнуто при використанні кріозахисного середовища, яке містило 5% ДМСО та 5% ГЕК. Крім того визнано, що можливе кріокон-сервування при застосуванні лише гідроксиетил-крохмалю або комбінації 5% ДМСО з 6,8% саха-рози. Розчини полівінілпіролідону, сорбітолу та декстрану не забезпечували збереженості та ціліс-ності тканини плаценти [47] . За даними вищезгада-них дослідників розморожування кріоконсервованих фрагментів плаценти здійснювалося на водяній бані за температури 40...42°С.
Для оцінки збереженості тканини плаценти після розморожування в залежності від мети дослі-дження застосовують різноманітні методи: гісто-логічні; електронно-мікроскопічні; забарвлення трипановим синім та нейтральним червоним; МТТ-та резазуриновий тести; виділення патологічного протеїну Р13; визначення активності лактатде-гідрогенази, лужної фосфатази та рівню глюкози в середовищі культивування; визначення активності окремих генів, а також генетичної стабільності та активності мітохондрій [81, 95, 120] . Найтипові-шими змінами при кріоконсервуванні є відшару-вання та розриви трофобласта, розриви мезенхіми, загибель клітин, апоптотичні зміни [95, 120] .
Окрема увага приділяється збереженню ткани-ни плаценти для подальшого виділення клітин. X.M. Yu та співавт. тєздатних клітин із тканини плаценти та пуповини до та після кріоконсервування з різними концент-раціями ДМСО. Продемонстровано, що з нативного матеріалу виділяється близько 67% життєздатних клітин, а з кріоконсервованого в 10%-му розчині ДМСО -55%. Кількість життєздатних клітин, виді-лених із кріоконсервованого біоматеріалу, залежить від концентрації кріопротектора. M. Sommer та співавт. [130] порівнювали популяції клітин, які були виділені з нативного та кріоконсервованого біопсій-ного матеріалу плаценти людини. Показано, що культури клітин із нативного та кріоконсервованого матеріалу не відрізняються за типом та культураль-ними властивостями; популяції мезенхімальних стовбурових клітин, виділених із кріоконсервованих хоріальних ворсин, зберігають генетичну стабіль-ність протягом 10-ти пасажів культивування, попу-ляції анеуплоїдних клітин з'являються не раніше 14-го пасажу [126] . Крім того, заморожування тканини плаценти проводять для подальшого виділення з неї екстрак-тів або вивчення її механічних властивостей. Доведено, що зберігання тканини плаценти при -196°С приводить до збільшення відносного вмісту високомолекулярних білків в екстрактах, а при -20°С -відносного вмісту білків із молекулярною масою менше 80 кДа [42]. Показано, що тижневе низькотемпературне зберігання плаценти не впли-ває на її механічні характеристики [101] .
Кріоконсервування плодових оболонок, пуповини
На початку XX століття плодові оболонки (ам-ніотична та хоріальна) застосовували в медицині для лікування ушкоджень та дегенеративних змін рогівки ока, опіків, трофічних виразок [65, 66, 99] . Визначено, що плодові оболонки мають регенера-тивні, протизапальні, антифіброзні та антибакте-ріальні властивості [83, 108, 124] . Їх «імунологічна привілейованість» [104] зберігається при кріокон-сервуванні [110, 12] . Цей факт є підґрунтям для створення низькотемпературних банків плодових оболонок [122] . Амніотичну оболонку також застосовують як основу для культивування інших типів клітин для трансплантації [113] .
Плодові оболонки використовують як пластич-ний матеріал, їх зберігають не тільки за допомогою кріоконсервування і в умовах короткочасної гіпо-термії, а й методом ліофілізації [114] . Показано, що всі методи мають свої переваги та недоліки. Так, кріоконсервування дозволяє зберегти життєздат-ність та цілісність тканини, а ліофілізація спрощує транспортування. Ряд досліджень доводять, що ліофілізація дозволяє зберегти структуру та біоло-гічні властивості амніотичної оболонки [66, 88] . a number of viable cells isolated from placental and umbilical cord tissue prior to and after cryopreservation with different DMSO concentrations. There was demonstrated the fact, that 67% of viable cells was isolated from fresh sample and 55% was derived from the tissue cryopreserved with 10% DMSO solution. A number of viable cells isolated from cryopreserved biomaterial depended on cryoprotectant concentration. Sommer M. et al. [124] compared the cell populations, isolated from native and cryopreserved human placental biopsy material. Cell cultures from fresh and cryopreserved specimes showed no differences by type and cultural properties; the populations of mesenchymal stem cells isolated from cryopreserved chorionic villi, preserved their genetic stability during 10 culturing passages, the populations of aneuploid cells did not appear until the passage 14 [114] .
Moreover, the placental tissue is frozen either for further procurement of extracts from it or study of its mechanical properties. The storage of placental tissue at -196°C was proved to result in an increased relative content of high molecular proteins in the extracts and the procedure at -20°C led to an elevated relative content of proteins with molecular weight below 80 kDa [95] . One week of low temperature storage of placenta was demonstrated as not affecting its mechanical characteristics [68] .
Cryopreservation of fetal membranes, umbilical cord
In the early 20th century the fetal membranes (amniotic and chorionic ones) were used in medicine to treat injuries and degenerative changes in the cornea, burns, trophic ulcers [3, 4, 65] . Fetal membranes were found to have regenerative, anti-inflammatory, anti-fibrous and antibacterial properties [29, 79, 112] . Their 'immunologic privilege' [72] was preserved during cryopreservation [81, 112] , that was the basis for establishing low temperature banks of fetal membranes [110] . Amniotic membrane was also used as the basis for culturing of other cell types for transplantation [89] .
Fetal membranes are used as a plastic material, stored not only by means of cryopreservation and shortterm hypothermia, but using freeze-drying as well [90] . All the methods were shown to have their pro and contra. In particular, cryopreservation allows preserving viability and integrity of tissue, but freezedrying simplifies transportation. As proved by numerous studies, freeze-drying enables to preserve the structure and biological properties of amniotic membrane [4, 39] . By the content of biologically active substances and clinical efficiency the cryopreserved amniotic membrane is a promising biomaterial for use in ophthalmology [131] .
Tehrani F.A. et al. [128] showed that antibacterial properties of amniotic membrane did not depend on the method of cryopreservation or freeze-drying and were associated not with cells, but the components of connective tissue. Werber B. et al. [142] proved the possibility to apply amniotic fluid for the therapy of chronic ulcers, and Kang M. et al. [63] used for this purpose the extract of frozen-dried amniotic membrane.
Amniotic membrane is cryopreserved at -80°C with 50% solution of glycerol, or more rarely DMSO [3, 73, 79, 131] . Allen C.L. et al. [4] demonstrated an increase in amniotic membrane survival rate after cryopreservation and freeze-drying following exposure in solutions of sugars. Thomasen H. et al. [131] showed a long-term storage of amniotic membrane as not affecting its integrity, sterility, content of biologically active substances, as well as distribution of collagen and lamillin. The integrity of cell microstructure and connective tissue components of chorionic membrane during cryopreservation under DMSO protection was demonstrated [115] . The most significant cryodamages of fetal membranes during cryopreservation included exfoliation, cell desquamation and death, apoptotic changes, loss of mechanical and optical properties [106] .
The umbilical cord is known to be the source of stem cells [127] . The reports considering the umbilical cord tissue cryopreservation, indicated the possibility to preserve the structure and viability of cells under DMSO protection [28, 80, 102, 106] .
Conclusions
The placenta is the unique and promising source of stem cells, amniotic and chorionic membranes, cord blood and serum, extracts of biologically active substances. First, these biological objects are characterised with a high biological potential, secondly they have advantage as for material donation and ethical questions. Today the low temperature storage is used for all placental and cord blood components: villous tissue, membranes, umbilical cord, cord blood cells and serum, amniotic fluid. Placental biological derivatives are stored for diagnostic, experimental and therapeutic purposes. Regimens of their low temperature storage and cryopreservation techniques depend on the peculiarities of biological objects and the purpose for which they are stored. In particular, when cryopreserving fetal membranes for ophthalmic practice of importance is the material devitalization, during storage of either serum or amniotic fluid one tends to preserve the protein composition, for cell suspensions the viability and absence of apoptotic and genetic changes in cells are important, and when cryopreserving the tissue the preservation of not only cells, but cell-to-cell interactions as well is vital. The most studied and versatile За вмістом біологічно активних речовин та клініч-ною ефективністю кріоконсервована амніотична оболонка є найбільш перспективним біоматеріалом для застосування в офтальмології [137] . F.A. Tehrani та співавт. [134] показали, що антибактеріальні властивості амніотичної оболонки не залежать від способу кріоконсервування або ліо-філізації та пов'язані не з клітинами, а з компо-нентами сполучної тканини. B.Werber та співавт. [143] довели можливість застосування амніотичної рідини для лікування хронічних виразок, а M. Kang та співавт. [98] використовували для цього екс-тракт ліофілізованої амніотичної оболонки.
Кріоконсервування амніотичної оболонки прово-дять за температури -80°С із додаванням 50%-го розчину гліцеролу, рідше ДМСО [65, 105, 108, 137] . C.L. Allen та співавт. [66] продемонстрували підви-щення збереженості амніотичної оболонки після кріоконсервування та ліофілізації з застосуванням експозиції у розчинах цукрів. H. Thomasen і спів-авт. [137] показали, що довгострокове зберігання амніотичної оболонки не впливає на її цілісність, стерильність, вміст біологічно активних речовин, а також на розподіл колагенів та ламіліну. Проде-монстрована збереженість мікроструктури клітин та сполучнотканинних компонентів хоріальної оболонки при кріоконсервуванні під захистом ДМСО [49] . До найбільш суттєвих кріоушкоджень плодових оболонок під час кріоконсервування відносять розшарування, десквамацію та загибель клітин, апоптотичні зміни, втрату механічних та оптичних властивостей [120] .
Відомо, що пуповина є джерелом стовбурових клітин [133] . У публікаціях, в яких розглядається проблема кріоконсервування тканини пуповини, до-ведено, що структуру та життєздатність її клітин мож-ливо зберегти під захистом ДМСО [47, 82, 109, 120] .
Висновки
Плацента є унікальним джерелом стовбурових клітин, амніотичної та хоріальної оболонок, кордової крові та сироватки, екстрактів біологічно активних речовин. Ці біооб'єкти, по-перше, характеризують-ся високим біологічним потенціалом, по-друге, мають перевагу щодо донації матеріалу та етичних питань. На сьогоднішній день низькотемпературне зберігання застосовується для всіх компонентів плаценти та кордової крові: ворсинчастої тканини, оболонок, пуповини, сироватки та клітин кордової крові, амніотичної рідини. Плацентарні біооб'єкти зберігаються з діагностичною, експерименталною та терапевтичною цілями. Режими їх низькотемпе-ратурного зберігання та методики кріоконсервуван-ня залежать від особливостей біооб'єктів та мети, з якою вони зберігаються. Так, при кріоконсерву- ванні фетальних оболонок для офтальмологічної практики важливою є девіталізація матеріалу, при зберіганні сироватки або амніотичної рідини праг-нуть до збереження білкового складу, для клітинних суспензій важливі життєздатність та відсутність апоптотичних і генетичних змін клітин, а при кріо-консервуванні тканини -збереженість не тільки клі-тин, а й міжклітинних зв'язків. Найбільш дослідже-ними та різноманітними є методи консервування та низькотемпературного зберігання плодових оболонок, які застосовуються в офтальмологічній та хірургічній практиці, а також методи кріоконсер-вування стовбурових клітин плаценти та кордової крові. Наявність кріоушкоджень або порушень біооб'єк-тів після кріоконсервування свідчить про потребу подальшого вдосконалення існуючих методів низько-температурного зберігання. Перспективною є роз-робка методів кріоконсервування тканини та екс-плантів плаценти для їх подальшого застосування з науковою та діагностичною метою, а також для виділення клітин та персонального зберігання. Окремий напрямок досліджень -кріоконсерву-вання біоматеріалу згідно з принципами належної лабораторної та медичної практики, яка вимагає підвищених стандартів стерильності та застосуван-ня дозволених хімічних субстанцій. are the methods of preservation and low temperature storage of fetal membranes, used in ophthalmic and surgical practice, as well as those of cryopreservation for placental and cord blood stem cells. The presence of either cryodamages or disorders in biological objects after cryopreservation testifies to the need for further improvement of existing methods of low temperature storage. Very promising is the development of the methods for cryopreservation of placental tissues and explants for their further application with scientific and diagnostic purposes, as well as for cell isolation and autobanking. A particular research direction is the cryopreservation of biological material according to the good laboratory and medical practice, requiring high standards of sterility and use of authorized chemicals. 
